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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr Moniki Oleksy-Wawrzyniak pt. ,,Ocena zdolnosci klinicznych szezepéw
bakteryjnych do tworzenia biofilmu oraz mozliwosci jego eradykacji z cewnikéw
moczowych za pomoca metod fizycznych i chemicznych” przygotowanej pod opieka
naukowg promotor dr hab. n. med. Marzenny Bartoszewicz, prof. nadzw. oraz
promotora pomocniczego dr hab. n. med. Adama Junki w Katedrze i Zakladzie
Mikrobiologii Farmaceutycznej i Parazytologii Uniwersytetu Medycznego im. Piastow

Slaskich we Wroclawiu.

Zakazenia zwigzane z tworzeniem przez drobnoustroje biofilmu sa bardzo aktualnym
problemem medycznym. Wigkszo$¢ drobnoustrojéw zyje w postaci biofilmow, jednak
roznego rodzaju badania ich wlasciwosci prowadzone sg na formach planktonicznych, co z

duzym prawdopodobienstwem prowadzi do uzyskiwania niewiarygodnych wynikow.

Biofilm bakteryjny ma szczegdlne znaczenie w przypadku zakazen uktadu

moczowego u chorych przewlekle cewnikowanych, w patogenezie tych zakazen istotna role
moze odgrywa¢ material, z ktorego wykonany jest cewnik, zatem poszerzenie wiedzy na
temat wiasciwosci poszczegdlnych biomaterialow moze mie¢ bardzo istotne implikacje
kliniczne. Odrebng kwestig jest zapobieganie tworzenia biofilmu w juz wprowadzonych
cewnikach, jak réwniez jego usuwanie. Jak dotychczas nie wprowadzono skutecznych,
udokumentowanych w badaniach klinicznych metod zapobiegania tworzenia biofilmu

wewngtrz i na powierzchni cewnikow, wiec jest to weigz otwarty obszar badan.
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Przedstawiona do recenzji rozprawa mgr Moniki Oleksy-Wawrzyniak obejmujgca 218
stron sklada si¢ ze wstepu, na ktory sklada si¢ z pigciu podrozdziatow; celu pracy, rozdziatu
opisujacego material i metody, w ktérym Autorka niezwykle szczegblowo charakteryzuje
szczepy bakteryjne uwzglednione w badaniach, jak réwniez zastosowane metody badawcze i
analizy statystycznej danych. Kolejny rozdziat stanowia obszernie przedstawione wyniki, z
bogata dokumentacja graficzng i fotograficzna. W nastepnej czesci pracy Autorka omawia
uzyskane wyniki na tle obszernego pismiennictwa i formuluje wnioski. Praca zawiera
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis pi$miennictwa obejmujacy 122 pozycje oraz
suplement z tabelami zawierajacymi wyniki oceny lekowrazliwosci badanych szczepow
bakteryjnych. Wartos¢ pracy podnosza liczne, starannie wykonane wykresy i diagramy, jak

rowniez doskonatej jakosci fotografie, w tym z mikroskopu elektronowego.

Autorka w sposéb bardzo przemyslany zaplanowala cze$é doswiadczalng pracy. W
badaniu wstgpnym ocenita zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez wszystkie badane szczepy
wykorzystujac metode adhezji do polistyrenu z barwieniem wytworzonej biomasy fioletem
krystalicznym. Nastepnie 134 szczepy oraz 6 szczepow referencyjnych zostato poddane
badaniu metoda Richards’a, gdzie wykazano wewnatrzgatunkowe zréznicowanie. Te dwie
metody postuzyly do wyboru szczepéw do dalszych, szczegotowych badan. Wykorzystujge
metodg ilosciowa oceniono zdolno$¢ do tworzenia biofilmu na powierzchni cewnika z
polichlorku winylu inkubowanego w pelnym medium hodowlanym. Najsilniejsze zdolnosci
tworzenia biofilmu prezentowaly szczepy Escherichia coli. W kolejnym etapie doswiadczen,
wybrano reprezentatywne grupy szczepéw do badania w warunkach przeptywowych i
stacjonarnych z wykorzystaniem pelnego medium hodowlanego oraz imitujagcego mocz
fizjologiczny oraz mocz pacjentéw z cukrzyca. W warunkach przeptywowych najsilniejsze
zdolnosci tworzenia biofilmu ponownie wykazano dla szczepéw E. coli, w warunkach
stacjonarnych wykazano, ze obecno$¢ glukozy stymuluje metabolizm E. coli i Enterococcus
Jaecium do szybszej proliferacji, prawdopodobnie poprzez zwiekszenie metabolizmu, W

warunkach przeptywowych dodatek glukozy réwniez stymulowal tworzenie biofilmu.
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Dla wybranych szczepow izolowano macierz zewnatrzkomorkowa i poréwnano jej
skiad przy uzyciu technik chromatograficznych z formami planktonicznymi. W przypadku
bakterii zyjacych w biofilmie wykazano zwiekszony poziom rozgatezionych aminokwasow,
pentoz i heksoz. W badaniach uwzgledniono réwniez ocene tworzonego biofilmu przy
wykorzystaniu  skaningowego mikroskopu elektronowego, wykazujac  zréznicowanie

migdzygatunkowe w strukturze biofilmu tworzonego na cewniku.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono ocene eradykacji biofilmu przy
wykorzystaniu wybranych zwigzkow przeciwdrobnoustrojowych, wykazujac najwyzsza
skutecznos¢ poliheksanidyny, co moze mie¢ w przysziodei istotne znaczenie w profilaktyce
zakazen ukladu moczowego u chorych cewnikowanych, jednak wymaga dalszych, rzetelnych

badan klinicznych..

W przeprowadzonych badaniach Autorka dowiodta, ze badane pateczki Gram-ujemne
posiadaty wyzsze zdolnosci tworzenia biofilmu w pordwnaniu ze szczepami Enterococcus
Jaecium, niezaleznie od warunkéw hodowli i uzytego podioza, co jest zgodne z danymi z
pismiennictwa. Dodatkowo, wykazala, ze dodatek glukozy do podtoza stymuluje metabolizm

komorek, a tym samym umozliwia tworzenie silniejszych struktur biofilmu.

Wykorzystujac uktad przeplywowy, imitujacy warunki in vivo wykazano, ze
wprowadzona metoda badawcza daje bardziej wiarygodne wyniki oceny tworzenia biofilmu
niz pozostale testy laboratoryjne, ktore sg powszechnie stosowane. Doktorantka badata
rowniez zdolnos¢ roznych s$rodkéw przeciwdrobnoustrojowych i czynnikoéw fizycznych do
usuwania biofilmu, wykazujac. ze srodki przeciwdrobnoustrojowe majg wyzszg aktywno$é¢ w
przypadku wykorzystania sztucznego moczu, co przemawia za modyfikacja dotychczas
uzywanych metod laboratoryjnych oceny ich skutecznosci. Doktorantka nie wykazata
skutecznego dzialania pola elektromagnetycznego, natomiast mechaniczne przeptukiwanie

swiatla cewnika usuwato biofilm.

Praca przygotowana jest bardzo starannie, jednak pomimo tego, Autorce nie udato sie

unikng¢ pewnych bledow jezykowych i miejscami wkradty si¢ potoczne sformutowania,
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niezgodne ze wspdlczesnie stosowanym stownictwem medycznym, ktére ponizej, z

obowigzku recenzenta pozwalam sobie wymieni¢:
s. 21 wklucia naczyniowe — winno by¢ — cewniki naczyniowe
s. 22 szkla kontaktowe — soczewki kontaktowe
s. 42 rurki wentylacyjne — terminem stosowanym sg rurki intubacyjne/tracheotomijne
s. 45 odbieralnika — pojemnika/worka zbiorczego
s. 194 uroinfekcja — zakazenie ukladu moczowego
s. 193 abstrakt - abstract

Ponadto, w wielu miejscach pracy pojawia si¢ termin ,kateter” i ,kateteryzacja”, ktore

nalezatoby, moim zdaniem, zastapi¢ stowami cewnik i cewnikowanie.

Zdarzyly sie tez pojedyncze bledy merytoryczne: Na stronie 29 Autorka podaje, ze
..do dezynfekcji skory dioni [...] sa zalecane srodki na bazie poliheksanidyny i oktenidyny”,
podczas gdy, w swietle obowigzujacych rekomendacji Swiatowej Organizacji Zdrowia,
higiene rgk nalezy prowadzi¢ przede wszystkim przy uzyciu alkoholowych preparatow do
dezynfekcji. Pomimo, ze w badaniami obj¢to przede wszystkim pateczki Gram-ujemne,
Autorka nie wspomina w pracy o zmianach w taksonomii tych drobnoustrojow

wprowadzonych w 2016 r., czyli wiaczeniu ich do rzedu Enterobacterales podzielonego na

kilka rodzin.

Reasumujac, pomimo drobnych niedociagnig¢, przedstawiona do recenzji praca ma
bardzo wysoka warto$¢ merytoryczng i poznawcza. Doskonale zaplanowane doswiadczenia i

wszechstronne ujecie podjetego tematu dowodzi dojrzatosci naukowej Autorki.

Bioragc pod uwage calo$¢ przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej
stwierdzam, iz speilnia ona warunki okres$lone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w zakresie sztuki
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(Dz. U. RP nr 65 poz. 595 z pozniejszymi zmianami, w tym z Ustawa z dnia 28 kwietnia 2017
r. — O zmianie ustawy o stopniach i tytulach naukowych oraz stopniach i tytule naukowym w
zakresie sztuki (Dz. U. RP poz. 859 z 2017 r.), dlatego wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego o dopuszczenie mgr Moniki Oleksy-Wawrzyniak do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z uwagi na wysokg warto$¢ merytoryczna przedtozonej do recenzji rozprawy skladam

Jednoczesnie wniosek o jej wyrdznienie.
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